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摘要 
 
实验背景：肿瘤细胞对临近组织和器官的侵袭与远端转移，一直是肿瘤研究的热
点。酪氨酸受体蛋白及其配体家族 Ephs 和 Ephrins 之间的作用被证实能够调控
多种肿瘤细胞的形态，细胞骨架，进而影响细胞的迁移与转移。前期通过荧光定
量 RT-PCR，我们发现相对于正常组织来源的细胞系，EFNA4 在乳腺癌和肝癌
细胞系中表达较低。同时在建立的高低侵袭 ZR-75-30 乳腺癌细胞系中，EFNA4
具有表达差异，而 EFNA4 在肿瘤中的作用鲜有报道。 
 
实验方法与结果：在体外实验中，通过在乳腺癌细胞系中过量表达或通过 shRNA
敲低 EFNA4，发现 EFNA4 能够抑制细胞的粘附、迁移与侵袭，对细胞增殖没有
影响；在体内实验中，通过在 ZR-75-30 细胞中过量表达 EFNA4 能够抑制细胞在
裸鼠和斑马鱼体内的转移而对裸鼠皮下成瘤的大小没有影响；分子实验：EFNA4
能够与 EphA2 结合并诱导 EphA2 的酪氨酸磷酸化，并降低 EphA2 蛋白的表达，
而对 EphA2 mRNA 没有影响。乳腺癌细胞粘附实验中，发现 EFNA4 能够通过
抑制 EphA2 蛋白的表达降低细胞对多种胞外基质的粘附。在内皮细胞中，
EFNA4-Fc 能够抑制 HUVEC 和 HUAEC 细胞的粘附性和体外成管能力。在
MDA-MB-231 细胞中，敲低 EphA2 的表达能够抑制 Laminin 相关整合素 ITGA6
和 ITGB4 的表达。EFNA4 则通过下调 EphA2 蛋白进而影响 ITGB4 的表达，抑
制细胞对 Laminin 的粘附。通过蛋白免疫印迹和 CCLE 数据库 mRNA 比对发现，
EFNA4 能够促进肿瘤细胞中 E-cadherin 的表达，在 mRNA 水平与 E-cadherin 线
性正相关。在乳腺癌细胞中过量表达 EFNA4 还能够引起 FAK、pFAK 和 TGF-β
蛋白的降低，并在 mRNA 水平与 TGF-β、SNAIL2、ZEB1 和 HMGA2 均具有线
性负相关的表达关系。 
 
实验结论：本研究发现了 EFNA4 在乳腺癌细胞的粘附、迁移与转移中起到抑制
的作用，丰富了 Ephrins/Ephs 在肿瘤侵袭与转移的中的作用，从而为抗肿瘤药物
的开发和癌症治疗提供了一定的理论依据。 
 
关键词：EFNA4；细胞粘附；肿瘤转移 
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Abstract 
 
Backgroud: Cancer cells have abilities to invade neighboring tissues and metastasize 
distantly, which is the critical point for malignant tumors progression that threatens 
life and therefore the hotspot focus of oncology field. The effect of the lagerst family 
of RTKs: Ephs and the ligands Ephrins have been proved to regulated cytoskeleton, 
migration and metastasis in a variety of tumor cells. In preliminary experiments, we 
confirmed that EFNA4 exhibited differential mRNA expression level between cancer 
and normal cell lines on breast and liver cancers, and that EFNA4 showed differential 
mRNA level between high and low invasion ability of ZR-75-30 cells. However, there 
is little information on the roles of EFNA4 in cancers 
 
Methods and Resluts: In vitro assay, EFNA4 inhibits cell adhesion, migration and 
invasion by regulating the EFNA4 gene expression in breast cancer cell lines, but has 
no effects on cell proliferation. In vivo assay, EFNA4 inhibits cancer cell metastasis 
on nude mice intravenous injection and zebrafish yolk sac injection expriments, but 
has no effect on tumor volume and weight from subcutaneous injection. In respect of 
regulation, EFNA4 binds to EphA2 and induces EphA2 protein phosphorylation and 
degradation, but no effect on EphA2 mRNA expression. EFNA4 mediatesEphA2 to 
inhibit breast cancer cells adhere to ECM. On the other hand, EFNA4-Fc suppresses 
endothelial cell adhesion and tube formation. In MDA-MB-231, suppressing EphA2 
expression by using shRNA could reduce ITGA6 and ITGB4 mRNA expression. 
Immunoblotting and CCLE shows that EFNA4 promotes E-cadherin expression and 
there is a positive linear correlation between EFNA4 and E-cadherin mRNA 
expression in breast cancer cell lines. Improving EFNA4 expression also decreasses 
FAK, pFAK and TGF-β protein levels, and there is a negative linear correlation of 
mRNA expression between EFNA4 and TGF-β, SNAIL2, ZEB1, HMGA2. 
 
Conclusion: Our research indicates that EFNA4 inhibits breast cancer cells adhesion, 
migration and metastasis, enriches the knowledge of Ephrins/Ephs on cancer invasion 
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and metastasis, and could provide some new theoretical basis of EFNA4/EphA2 
signalling for targeted therapy of cancers. 
 
Key words: EFNA4; cell adhesion; tumor metastasis 
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前言	
1.1 肿瘤的发展进程 
1.1.1 肿瘤的发生与生长 
肿瘤的发生与生长是一个非常复杂的过程，随着研究的进展与科技的进步，
著名癌症专家 Douglas Hanahan 和 Roboert A. Weinberg 在继其 2000 年总结的肿
瘤细胞发生的六大特征后[1]，又在 2011 年发表新的综述文章，补充并提出了肿
瘤细胞发生的十大特征：持续的增殖信号、逃避生长抑制因子、避免免疫系统破
坏、无限的复制能力、促进肿瘤炎症、组织的侵袭与转移、诱导血管新生、基因
组的不稳定与突变、拮抗细胞死亡与细胞能量异常等[2]（图 1.1）。其中肿瘤的局
部侵袭和远端转移能力被认为是其最主要的特征，也是导致癌症患者死亡的最主
要因素。 
 
图 1.1 肿瘤发生的十大特征[2] 
1.1.1.1 肿瘤细胞的发生 
肿瘤细胞最初是由正常细胞的转化而生成。正常细胞基因功能的紊乱以及特
定基因表达的改变，是其转化为癌细胞的关键[3]。在人体正常细胞的分裂增殖过
程中，常态的和程序性的基因表达是细胞维持自我生长和更新的重要因素。在正
常细胞中，表观遗传基因的表达与关闭是被精妙“设计”的，表观遗传基因表达改
变的不断累积和由此导致的相关基因表达的改变，促使正常细胞进入了癌化的过
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程[4,5]。 
以结直肠癌细胞的发生为例，正常的干细胞先是分化出前体细胞，前体细胞
再不断衍生出正常的功能细胞并维持着正常细胞的自我更新。如果在此过程中由
于某些表观性管家基因的表达关闭（如 p16，SFRPs，GATA-4/-5 和 APC 等），
从而导致了前体细胞转化为癌前期干细胞，于此同时 APC 和 β-catenin 等管家基
因继续失活，这种表观基因表达的失活便被不断累积，促使了肿瘤干细胞的生成
和正常细胞的癌化[3]。正常细胞转化为癌细胞后，不断的自我更新和增殖最终导
致了肿瘤病灶的形成。 
1.1.1.2 肿瘤的血管新生 
随着实体肿瘤细胞的不断增殖与肿瘤组织的形成与变大，内部的肿瘤细胞已
经不能直接从周围环境中获得氧气与营养，必须通过诱导血管向其内部生长，才
能使得肿瘤获得继续发展的动力，这个过程就涉及到了肿瘤的血管新生[6]。 
血管新生被多种信号调控，尤其是 VEGF-A/VEGFR-2 信号通路。大多数的
实体瘤都能够表达并分泌 VEGF-A,而 VEGFR-2 在血管内皮细胞上表达，由此产
生的信号促使肿瘤诱导血管向其生长，并在肿瘤周围和内部形成血管网络，从而
为肿瘤的进一步生长提供必需的营养和氧气[7]，同时血液里的一些其它促细胞因
子也能够刺激肿瘤（如 bFGF），促进肿瘤细胞的生长[8]。 
1.1.1.3 肿瘤的发展 
肿瘤的发展包括肿瘤的演进（tumor progression）和肿瘤的异质化（tumor 
heterogeneity）。肿瘤的演进是指随着肿瘤的生长，其侵袭性和恶性潜能越来越高
的现象，具体包括肿瘤自身生长速度的加快，对周围正常组织的侵袭和向远端正
常组织器官的转移[9]。由于肿瘤的侵袭与转移特性是肿瘤致死的关键，因此许多
针对肿瘤这一特性的研究和药物的开发便成为了研究热点。我们在后文也将对肿
瘤的侵袭与转移的分子机制做系统的总结。 
肿瘤异质化是指同源的肿瘤细胞群在生长过程中形成在侵袭能力，增殖速度，
激素刺激反应和抗肿瘤药物敏感性等相应特性不同的亚肿瘤细胞群的过程[10]。
目前对于肿瘤异质化的来源有两种解释：克隆演变（clonal evolution）理论与肿
瘤干细胞（cancer stem cells）理论[11]。克隆演变理论认为肿瘤的异质化是由于肿
瘤生成的多步骤逐渐演化的结果，由于肿瘤细胞来源于正常细胞的突变，随着肿
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
前言		
	 3	
瘤的演进，又会有新的突变产生并累计，从而分化出不同的亚肿瘤细胞群[12]。
肿瘤干细胞理论认为维持肿瘤生长和更新的是一小群被称为肿瘤干细胞的细胞
亚群，肿瘤干细胞亚群的多样性决定了不断分化出不同潜能的亚肿瘤细胞群[13]。
肿瘤细胞异质化是肿瘤演进的基础，由于肿瘤具有了这种不断演进分化的能力，
肿瘤异质化产生的抗药性为肿瘤治疗带来了困难。 
1.1.2 肿瘤侵袭与转移 
1.1.2.1 肿瘤局部侵袭的过程 
肿瘤局部侵袭是肿瘤转移的最初步骤。其涉及到了肿瘤细胞自身的变化，如
肿瘤细胞自身的粘附性下降，变得松散，迁移性增强。同时脱离出原始肿瘤病灶
的细胞对周边组织细胞的基底膜和细胞外基质粘附性增强。粘附在细胞外基质的
肿瘤细胞分泌的相关因子（如基质金属蛋白酶和胱氨酸蛋白酶等）能够降解细胞
外基质。肿瘤细胞通过降解细胞外基质形成细胞间隙运动，从而到达侵袭局部组
织的过程[14]。 
在上皮细胞样肿瘤中，肿瘤细胞的上皮间质转化（epithelial-mesenchymal 
transition，EMT）在侵袭中具有重要作用，也是近来研究的热点。在此过程中，
上皮样的肿瘤细胞失去自身的细胞极性，弱化细胞间的粘附能力，转变成间质细
胞样的迁移能力强的细胞，从而对局部组织进行侵袭[15]。 
1.1.2.2 肿瘤远端转移的过程 
肿瘤的远端转移是肿瘤局部侵袭组织后的进一步发展。肿瘤细胞脱离原发病
灶后，通过分泌的相关蛋白酶分解异质细胞的外基质，在形成的间隙中迁移运动。
由于肿瘤在发育过程中会诱导血管新生，肿瘤内部和周围组织中存在着大量的新
生血管和一些淋巴管。肿瘤细胞在转移过程中如果遇到血管或淋巴管，便可以粘
附在管壁上，最终穿过内皮细胞层而进入血液循环和淋巴循环[16]。在循环系统
中，肿瘤细胞通过逃避宿主的免疫识别（肿瘤可以造成人体的 T 细胞死亡）[17]，
在远端相应部位通过再次的侵袭过程，从循环系统中脱离并定位到正常的组织和
器官处。转移存活的肿瘤细胞通过增殖发育成继发肿瘤[18]。 
在上皮细胞样肿瘤中，肿瘤细胞的转移过程，就是肿瘤细胞上皮间质样特性
互相转化的一个过程，即 EMT-MET（mesenchymal–epithelial transition）转化。
高侵袭性的间质细胞样肿瘤细胞脱离循环系统定位到适宜组织或器官后，开启了
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EMT 的反转过程 MET 转化，由高侵袭性的间质细胞样细胞重新获得细胞极性，
恢复肿瘤上皮样细胞，在继发位不断增殖，并恢复细胞间的粘附性，诱导肿瘤血
管新生，最终发育成新的肿瘤[19]（图 1.2）。 
 
图 1.2 肿瘤细胞 EMT-MET 过程[20] 
1.1.3 肿瘤侵袭与转移的机制 
1.1.3.1 肿瘤细胞间粘附性下降 
肿瘤细胞间的粘附也被称作同质型粘附（homotypic adhesion）。肿瘤细胞间
的粘附性下降，利于肿瘤细胞脱离肿瘤实体。肿瘤细胞粘附由多种细胞粘附分子
（cell adhesion molecule，CAM）调控：如免疫球蛋白超家族（immunoglobulin 
superfamily， IgSFs），整合素（ integrins），钙黏素（cadherins），蛋白聚糖
（proteoglycans）和选择素（selectins）[21]。其中钙黏素主要调控肿瘤细胞间的
粘附性[22]。 
钙黏素是一大类钙依赖的，特异性调控细胞间粘附的跨膜或膜锚定糖蛋白，
对于胚胎发育时的组织形成具有重要的作用。钙黏素家族根据结构和功能的差异
至少可以分为五大亚家族：一型钙黏素，也被称为经典钙黏素；二型钙黏素，即
非典型钙黏素；桥粒钙黏素，包括桥粒胶和桥粒芯两类钙黏素；原钙黏素蛋白和
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相关的钙黏素分子[23,24]。目前已经发现了超过 2000 种钙黏素蛋白序列[25]，因此
本章节主要选择经典钙黏素亚家族中对于肿瘤的迁移和侵袭密切相关的成员进
行总结介绍。 
经典钙黏素在结构上具有高度的相似性，蛋白全长为 720-750 个氨基酸，结
构域主要包括：信号肽结构域，胞外重复结构域，跨膜结构域和一个较长的胞内
结构域[26]。在经典钙黏素中，上皮钙黏素（epithelial cadherin，E-cadherin）是第
一个被发现的钙黏素，同时也是研究最深入并被认为是对肿瘤的侵袭和转移最为
重要的钙黏素成员[25]。 
成熟的人源 E-cadherin 在细胞外有五个钙黏蛋白重复区（EC1-EC5），一个
跨膜蛋白结构域，以及含有一段高度磷酸化的胞内结构域。其胞内结构域能够与
β-catenin/α-catenin 等分子结合进而影响细胞骨架的重构，从而影响细胞能动性[25]。
相关实验数据表明 E-cadherin 在肿瘤细胞 EMT 过程中会降低，即肿瘤细胞由上
皮样细胞转变为间质样细胞后，上皮钙黏素 E-cadherin 会弱化或者消失，从而有
助于肿瘤细胞的侵袭和转移[27]。这可能与 E-cadherin 的表达能够促进肿瘤细胞间
的粘附，从而使得细胞不容易从肿瘤病灶中脱离转移相关。临床数据也表面，在
高侵袭的小叶乳腺癌和乳腺导管癌中，E-cadherin 的表达均会受阻[28]。在前列腺
癌中，E-cadherin 的缺失也能够促进肿瘤的转移[29]。在弥散性胃癌中，E-cadherin
启动子区存在着甲基化，也影响了 E-cadherin 基因的表达[30]。Src 在多种高侵袭
和 转 移 能 力 强 的 肿 瘤 中 表 达 ， 能 够 调 控 E-cadherin 的 表 达 以 及 与
β-catenin/α-catenin 等分子结合来调控肿瘤细胞间的粘附能力[31]。肿瘤细胞间粘
附性的改变与 E-cadherin 密切相关，E-cadherin 表达降低能够减弱肿瘤细胞间的
粘附性，其在多种上皮癌中具有抑制肿瘤侵袭和转移的作用。 
1.1.3.2 肿瘤细胞与正常组织细胞粘附性的增加 
肿瘤与正常组织细胞的粘附称作异质型粘附（heterotypic adhesion）[32]。从
原发癌病灶中脱离的肿瘤细胞粘附到周围的组织细胞或者血管/淋巴管细胞及其
细胞外基质上，是肿瘤细胞能够通过循环系统进行转移的关键步骤。 
整合素（integrin）是一大类与细胞外基质分子结合的膜蛋白受体。截至目
前在哺乳动物中，功能性的整合素是由 18 种 α和 8 种 β亚基构成的异二聚体。
不同种类的整合素二聚体特异性的与细胞外基质中的分子配体结合，调控细胞的
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粘附迁移等活动[33]。细胞外基质中的配体分子包括纤连蛋白（fibronectin，FN）、
胶原蛋白（collagen）、层黏连蛋白（Laminin，LN）等。其中纤连蛋白结合的整
合素有 α5β1、αvβ3 和 α4β1[34]；胶原蛋白结合的整合素有 α1β1 和 α2β1[35]；层黏
连蛋白结合的整合素有 α3β1、α6β1、α6β4 和 α7β1[36]。其中一些整合素也和细胞
表面的其它受体结合，如 IgSFs 成员 ICAM-1 便与 αLβ2 和 αMβ2 识别结合； 
VCAM-1 与整合素 α4β1 识别结合[37]。在整合素结合的配体分子结构上多含有一
个整合素中心结合区域，被称作 RGD（精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸）序列，整合素
与配体分子的 RGD 序列识别结合后，能够参与调控细胞的运动和粘附能力[37]。
在小鼠的肺转移模型中，通过抑制 LN 相关整合素 α3β1 的表达，能够抑制 4T1
细胞对 LN 的粘附，细胞扩散，以及鼠尾静脉注射后向肺部的转移[38]。在黑色素
瘤、乳腺癌、前列腺癌，胰腺癌和肺癌中，多种整合素也被证实能够促进肿瘤细
胞的转移[39]。 
层黏连蛋白是第一个被发现的细胞外基质蛋白，其在细胞外基质中含量巨大，
对于调控细胞的发育与组织的形成具有重要作用。LN 与其受体（Laminin 
receptors，LN-R）之间的相互作用调控着细胞与胞外基质的粘附。肿瘤细胞上表
达多种 LN-R，在肿瘤细胞侵袭过程中，LN-R 与细胞外基质中的 LN 能够调控肿
瘤细胞的粘附性和运动能力，进而影响肿瘤细胞的迁移与转移。LN-R 可以分为
整合素型受体、非整合素型受体、半乳糖苷结合凝集素、半乳糖基转移酶、肝素、
硫脂和一些细菌蛋白等[40]。整合素类受体已经在上文进行介绍，这里主要介绍
非整合素型受体。 
LAMR1（Laminin receptor-1）是分子量为 67kDa 的对层黏连蛋白具有高亲
和能力的一种蛋白，其前体是被称作 RPSA（ribosomal protein SA），电泳显示为
37kDa 的 40s 核糖体组件的一种蛋白成分。LAMR1 也经常被称作 37/67-kDa 层
黏连蛋白受体[41]。LAMR1 在功能上复杂多变，作为层黏连蛋白的受体能够影响
调控肿瘤细胞的迁移，侵袭，增殖以及骨架重构[41]。同时 LAMR1 也被猜测可能
与整合素结合以共受体的形式促进整合素与层黏连蛋白的结合[42]。LAMR1 在多
种肿瘤种表达，并被认为能够促进肿瘤细胞对细胞外基质的粘附能力，从而促进
细胞的侵袭和迁移[42]。 
CD44 是一种分布广泛能够调控细胞与周围微环境作用的跨膜糖蛋白。CD44
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